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Resumo  Recentemente, foi descoberta uma raça do nematóide-de-cisto-da-soja (NCS; Heterodera
glycines) que apresentou a capacidade de quebrar a resistŒncia da cultivar Hartwig, atØ entªo considera-
da resistente a todas as raças conhecidas do nematóide. Essa populaçªo foi coletada no Município de
Sorriso, Estado do Mato Grosso, e foi caracterizada como raça 4. Para verificar a diversidade genØtica
entre esta e outras populaçıes pertencentes às raças 4 e 9, foi feita uma caracterizaçªo molecular pela
tØcnica de marcadores moleculares RAPD. Foram utilizadas nove populaçıes do NCS, das quais quatro
apresentavam a capacidade de parasitar Hartwig. Foi verificado que as populaçıes capazes de parasitar
Hartwig foram bastante diferentes das demais. Por meio de anÆlise de agrupamento, com base nas
distâncias genØticas encontradas, foram obtidos trŒs grupos: o primeiro, constituído por indivíduos
classificados como raça 4, mas que nªo parasitam Hartwig; o segundo, constituído por quatro popu-
laçıes capazes de parasitar Hartwig, e o terceiro, por apenas uma populaçªo, classificado como
raça 9, e que tambØm nªo parasita Hartwig. Este estudo confirmou que a populaçªo de NCS, encon-
trada em Sorriso, Ø geneticamente distinta das demais populaçıes da raça 4 encontradas e constitui uma
nova raça, denominada 4+.
Termos para indexaçªo: Heterodera glycines, variaçªo genØtica, marcadores moleculares, polimorfismo.
Molecular characterization of soybean cyst nematode populations
with different parasitism index to the Hartwig cultivar
Abstract  Recently, a new race of soybean cyst nematode (SCN) (Heterodera glycines) was discov-
ered, which breaks the resistance of cultivar Hartwig, resistant to all known races of SCN. This
population was obtained from soybean plants collected in the Sorriso county, state of Mato Grosso,
Brazil, and is characterized as race 4. To verify if this isolate was different from others classified as
races 4 and 9, their genetic diversity was analyzed by using the RAPD technique. Nine populations of
SCN were analyzed, and only four populations were able to parasitize soybean plants cultivar Hartwig.
Based on this study, it was verified that the populations that break Hartwig resistance were different
from the other populations. Based on cluster analysis, the populations were separated into three
groups. Race 4 populations were placed in the first group, while the race 9 population was placed in
the second group and those capable of breaking cultivar Hartwigs resistance were placed in group
three. This work confirms that the SCN population found in Sorriso is different from other isolates
classified as race 4, and was called race 4+.
Index terms: Heterodera glycines, genetic variation, molecular markers, polymorphism.
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Introduçªo
O nematóide-de-cisto-da-soja (NCS), Heterodera
glycines, foi encontrado pela primeira vez no Brasil
em 1992, em seis municípios de quatro estados, e
atualmente jÆ estÆ disseminado nas principais
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regiıes produtoras de soja do País; foram
identificadas as raças 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 10 e 14, e a
raça 3 Ø a mais difundida (Embrapa, 1998). Por essa
grande variabilidade, o monitoramento da ocorrŒn-
cia e a distribuiçªo das diferentes raças deste
fitonematóide, em todo o Brasil, sªo feitos como ati-
vidade de rotina no laboratório de nematologia da
Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa de Soja, que
subsidia a orientaçªo de melhoristas engajados no
desenvolvimento de novas cultivares resistentes.
Recentemente, no Município de Sorriso, MT, foi
coletada uma populaçªo de NCS, que foi classifica-
da como raça 4, de acordo com o esquema de carac-
terizaçªo proposto por Riggs & Schmitt (1988).
No entanto, foi verificado que essa populaçªo era
capaz de parasitar a cultivar de soja Hartwig (Dias
et al., 1998). Este foi o primeiro relato, em nível mun-
dial, de uma populaçªo de campo de NCS com capa-
cidade para quebrar a resistŒncia da cultivar Hartwig,
considerada resistente a todas as raças conhecidas
do NCS. Esta cultivar apresenta genes de resistŒncia
oriundos da PI 437654, tambØm resistente a todas as
raças do NCS, mas que nªo teve sua resistŒncia que-
brada por esta populaçªo (Dias et al., 1998). A cultivar
Hartwig vem sendo amplamente utilizada como fon-
te de genes de resistŒncia a este parasita em todo o
mundo, inclusive no Brasil, pois Ø a œnica fonte de
resistŒncia disponível para a raça 4, presente nos
estados de GoiÆs, Mato Grosso e Mato Grosso do
Sul. O aparecimento dessa nova populaçªo torna ain-
da mais complicado o controle deste nematóide nes-
sas regiıes.
Avanços na Ærea de biologia molecular permiti-
ram o desenvolvimento de tØcnicas de caracteriza-
çªo molecular. Entre as vÆrias tØcnicas hoje disponí-
veis, o RAPD (Welsh & McClelland, 1990; Williams
et al., 1990) vem sendo utilizado com freqüŒncia para
anÆlises de diversidade genØtica de diferentes tipos
de fitopatógenos (Cobb & Clarkson, 1993;
Folkertsma et al., 1994; Fabre et al., 1995; Silva et al.,
1995; Faleiro et al., 1998). O RAPD utiliza a tØcnica
da reaçªo em cadeia da polimerase (PCR) (Saiki et al.,
1985) e se baseia na amplificaçªo de fragmentos de
DNA com o uso de primers de seqüŒncia arbitrÆ-
ria. Este tipo de marcador se destaca principalmente
pela facilidade e simplicidade das anÆlises.
Com base no resultado encontrado por Dias et al.
(1998), objetivou-se, neste trabalho, avaliar a diver-
sidade genØtica entre algumas populaçıes do NCS
que nªo parasitam a cultivar Hartwig, e a populaçªo
encontrada em Sorriso.
Material e  MØtodos
Coleta e identificaçªo de populaçıes do NCS
Foram avaliadas nove populaçıes do NCS (Tabela 1),
as quais foram mantidas em soja, sob condiçıes de casa de
vegetaçªo, na Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa de
Soja (CNPSo). As populaçıes de 1 a 6 foram coletadas
Cultivares diferenciadoras Raça(2)População Origem
Pickett Peking PI 88788 PI 90763 Hartwig Lee
1 Chapadão do Céu, GO 136,8 46,9 24,8 32,1 0,0 100 4
2 Chapadão do Céu, GO - Mara 46,1 15,7 11,5 19,2 0,0 100 4
3 Faz. Cantinho do Céu, GO 97,1 33,6 25,3 51,6 0,0 100 4
4 Faz. Padrão, MS 73,9 22,2 15,4 30,3 0,0 100 4
5 Campos de Julho, MT 72,5 16,2 3,1 2,9 0,0 100 9
6 Sorriso, MT-1 43,1 17,5 17,0 11,8 10,2 100 4+
7 Sorriso, MT-2 42,1 39,0 16,7 10,4 20,3 100 4+
8 Sorriso, MT-3 32,8 17,1 9,5 6,3 25,8 100 9+
9 Sorriso, MT-4 83,3 41,5 21,0 62,5 41,4 100 4+
(1)Os valores dos índices de parasitismo foram calculados com base na mØdia de fŒmeas presentes em cinco repetiçıes de cada diferenciadora.
(2)O sinal + indica as raças que apresentam a capacidade de se multiplicar na cultivar Hartwig.
Tabela 1. ˝ndice de parasitismo (%) de populaçıes de Heterodera glycines inoculadas na sØrie diferenciadora de soja
para a identificaçªo de raças(1).
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diretamente de plantas de soja em lavouras infestadas por
Heterodera glycines, e as populaçıes 7, 8 e 9 foram origi-
nadas da populaçªo 6. Essas populaçıes foram avaliadas
para determinaçªo de raça conforme eram recebidas no
laboratório de nematologia da Embrapa-CNPSo.
Para a determinaçªo do índice de parasitismo (IP) de
cada populaçªo, foram colocadas para germinar em areia,
sementes de cultivares de soja diferenciadoras de raças
(Pickett, Peking, PI 88788 e PI 90763), da cultivar
Lee-68 (padrªo de suscetibilidade) e da cultivar Hartwig.
Dois dias após a emergŒncia, as plântulas foram transferidas
para vasos de argila com capacidade de 500 g, contendo
mistura de solo e areia na proporçªo de 1:2, previamente
tratada com brometo de metila. Para a avaliaçªo de cada
populaçªo, foram usadas cinco repetiçıes de cada genótipo
(diferenciadoras, Lee-68 e Hartwig), mantidas em deli-
neamento inteiramente casualizado, em casa de vegetaçªo.
A inoculaçªo em cada populaçªo foi feita um dia após o
transplante, com a aplicaçªo de 4 mL de uma suspensªo de
ovos (1.000 ovos/mL). Trinta dias após a inoculaçªo, a
parte aØrea de cada planta foi eliminada, e o sistema
radicular, cuidadosamente arrancado, posto em peneira de
20 mesh acoplada sobre uma de 60 mesh e lavado sob jato
forte de Ægua. As fŒmeas retidas na peneira de 60 mesh
foram transferidas para um papel-filtro e quantificadas em
microscópio estereoscópico. O índice de parasitismo de
cada genótipo foi calculado pela fórmula:
100 x 
68’-Lee’  em  fêmeas de médio Número
doradiferencia na fêmeas de médio Número
   IP =
As raças foram determinadas conforme o esquema pro-
posto por Riggs & Schmitt (1988) e posteriormente por
Dias et al. (1998) para as populaçıes que se multiplicam
na cv. Hartwig.
As fŒmeas do NCS utilizadas para extraçªo de DNA
foram coletadas em tubo Eppendorf, na quantidade apro-
ximada de 50-100 fŒmeas brancas de cada populaçªo, e
congeladas a -20oC.
Extraçªo de DNA
O DNA das fŒmeas de cada populaçªo foi extraído
conforme o mØtodo descrito por Doyle & Doyle (1990),
com algumas modificaçıes: as fŒmeas foram maceradas
diretamente no tubo Eppendorf; a concentraçªo de CTAB,
no tampªo, foi de 1%; a concentraçªo de ß-mercaptoetanol,
no tampªo, foi de 0,1%; PVP 1% foi adicionado ao tam-
pªo. O DNA obtido foi quantificado em espectrofotômetro
a 260 nm, conforme descrito por Sambrook et al. (1989) e
estocado a -20oC.
Tabela 2. Relaçªo dos primers de RAPD e suas seqüŒn-
cias de nucleotídeos, utilizados para a caracterizaçªo de
nove populaçıes de Heterodera glycines.
“Primer” Seqüência (5’-3’)
OPAA-02 G A G A C C A G A C
OPAC-01 T C C C A G C A G A
OPAC-02 G T C G T C G T C T
OPAC-03 C A C T G G C C C A
OPAC-04 A C G G G A C C T G
OPAC-05 G T T A G T G C G G
OPAC-06 C C A G A A C G G A
OPAC-07 G T G G C C G A T G
OPAC-08 T T T G G G T G C C
OPAC-09 A G A G C G T A C C
OPAC-10 A G C A G C G A G G
OPAC-11 C C T G G G T C A G
OPAC-12 G G C G A G T G T G
OPAC-14 G T C G G T T G T C
OPAC-19 A G T C C G C C T G
OPAC-20 A C G G A A G T G G
OPAD-02 C T G A A C C G C T
OPAD-11 C A A T C G G G T C
OPAD-18 A C G A G A G G C A
OPAG-10 A C T G C C C G A C
OPAG-20 T G C G C T C C T C
AnÆlise de RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA)
Foi utilizado um total de 21 primers decâmeros
(Operon Technologies) (Tabela 2) para amplificar o DNA
extraído de cada uma das nove populaçıes do nematóide-
de-cisto-da-soja. A mistura da reaçªo de amplificaçªo
(25 µL) era composta de 10 mM Tris-HCl (pH 8,3),
50 mM KCl, 2,4 mM de MgCl2, 100 µM de cada
deoxiribonucleotídeo, 0,4 µM do primer, uma unidade
da enzima Taq DNA polimerase (Gibco BRL), e 30 ng de
DNA. As reaçıes foram feitas em um termociclador Perkin
Elmer 9600 (Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT), progra-
mado para 45 ciclos de 15 segundos, a 94”C, 30 segundos
a 35”C, e 1 minuto a 72”C. Os produtos de amplificaçªo
foram separados por eletroforese horizontal, em gel de
agarose 1,2% contendo brometo de etídio, e submerso em
tampªo TBE (0,09M Tris-Borato; 0,002M EDTA). O gel
foi fotografado com filme polaróide 667 (abertura: 8;
tempo: 1 segundo) sob iluminaçªo de UV.
AnÆlise comparativa dos perfis de RAPD
Os dados obtidos foram registrados na forma de pre-
sença (+) ou ausŒncia (-) de bandas. As distâncias genØti-
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cas entre as populaçıes foram calculadas com base no
complemento do coeficiente de similaridade de Nei e Li
(Nei & Li, 1979). Com base nas distâncias genØticas obti-
das, foi elaborada a anÆlise de agrupamento, pelo mØtodo
da variância mínima, utilizando o programa estatístico
SAEG (Euclides, 1983).
Resultados e Discussªo
Das nove populaçıes estudadas, sete se caracte-
rizaram como sendo raça 4, e duas, raça 9 (Tabela 1),
mas somente as populaçıes 6, 7, 8 e 9 apresentaram
capacidade de multiplicaçªo na cultivar Hartwig, o
que era o esperado, pois as amostras 7, 8 e 9 sªo
originadas da populaçªo inicialmente coletada em
Sorriso, MT (amostra 6). No entanto, uma dessas
populaçıes, a 8, apesar de ser obtida a partir de uma
populaçªo caracterizada como raça 4, caracterizou-
se como raça 9, diferentemente das demais, cuja ca-
racterizaçªo confirmou ser a raça 4. Essa mudança
de raça decorreu, provavelmente, da subjetividade
do próprio teste de determinaçªo de raças, que Ø
baseado no esquema de Riggs & Schmitt (1988). Esse
esquema postula que as raças sejam determinadas
com base nos índices de parasitismo observados em
quatro diferenciadoras com relaçªo a um suscetível
padrªo, em geral a cultivar Lee-68. No entanto esses
índices podem ser bastante influenciados por diver-
sos fatores, como temperatura, preparo do inóculo e
heterogeneidade das sementes (Riggs et al., 1988).
AlØm disso, as populaçıes de NCS nªo sªo linhas
puras, mas uma mistura de indivíduos com diferen-
tes combinaçıes gŒnicas, que podem ser afetados
de diferentes maneiras por fatores externos, os quais
podem favorecer determinados indivíduos e
desfavorecer outros. Assim, o que vai determinar a
raça de cada populaçªo serÆ o fenótipo mØdio apre-
sentado por ela. Variaçıes na constituiçªo genotípica
de raças do NCS jÆ foram verificadas tambØm por
outros autores (Riggs et al.,1988; Young, 1996), e es-
tudos para padronizaçªo de procedimentos tŒm sido
desenvolvidos para reduzir a variabilidade entre tes-
tes de raça (Riggs & Schmitt, 1991). Apesar da pa-
dronizaçªo utilizada em todos os testes, a determina-
çªo das raças das nove populaçıes utilizadas foi
realizada em diferentes Øpocas, à medida que eram
recebidas no laboratório. O mesmo ocorreu com as
populaçıes obtidas a partir da populaçªo 6. Isto
provavelmente influiu para a mudança de raça, visto
que a temperatura da casa de vegetaçªo e o solo
utilizado nªo eram exatamente os mesmos. Para as
populaçıes que apresentam a capacidade de se mul-
tiplicar na cv. Hartwig, a designaçªo da raça foi se-
guida do sinal (+), de acordo com a simbologia ado-
tada por Dias et al. (1998).
Com os 21 primers utilizados, foram obtidos 126
produtos de amplificaçªo (bandas no gel de agarose)
que apresentaram alta reprodutibilidade e resoluçªo,
com uma mØdia de seis bandas por primer. Das 126
bandas obtidas, 89 foram polimórficas, ou seja, apre-
sentaram diferenças pelo menos entre duas popula-
çıes, e as 37 restantes apresentaram o mesmo pa-
drªo em todas as populaçıes. O tamanho das ban-
das variou entre 360 e 2.250 pb (Figura 1).
A distância genØtica entre as populaçıes do NCS
variou de 0% a 45,0%, de acordo com o resultado
das amplificaçıes (Tabela 3). Aquelas populaçıes
classificadas como raça 4+, e portanto, capazes de
parasitar a cultivar Hartwig, foram diferentes das
demais populaçıes classificadas como raça 4.
O mesmo aconteceu com a populaçªo classificada
como raça 9+. Esta foi diferente da populaçªo classi-
ficada como raça 9 (distância de 42,3%) e bastante
semelhante às outras populaçıes que se reprodu-
zem em Hartwig (distância mØdia de 1,9%), mos-
trando, assim, que, apesar de ter havido mudança na
caracterizaçªo da raça, a populaçªo continuou com
a característica de quebra da resistŒncia da
cv. Hartwig e com um genótipo muito semelhante ao
das populaçıes da raça 4+.
De acordo com as distâncias genØticas obtidas,
foi possível realizar uma anÆlise de agrupamento en-
tre as nove populaçıes, o que permitiu a formaçªo
de trŒs grupos (Figura 2). O primeiro grupo foi com-
posto com as quatro populaçıes classificadas como
raça 4. No segundo grupo ficaram as populaçıes clas-
sificadas como raça 4+ e raça 9+. No terceiro grupo
ficou a populaçªo 5, classificada como raça 9, mos-
trando que Ø bastante diferente dos outros dois gru-
pos. Esta populaçªo mostrou-se tambØm bastante
diferente da classificada como raça 9+. Dentro dos
grupos, houve muito pouca variaçªo. Entre popula-
çıes ordenadas no primeiro grupo, as distâncias
genØticas variaram de 0,7% a 2,1%, ao passo que
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Figura 1. AnÆlise de RAPD com os primers OPAC-03 e OPAC-04 de nove populaçıes de Heterodera glycines.
Amostras 1 a 3: raça 4+; amostra 4: raça 9+; amostras 5 a 8: raça 4; amostra 9: raça 9; M: marcador de peso molecular
(DNA lambda digerido com as enzimas EcoR I, Hind III e BamH I). Os tamanhos de algumas bandas do marcador estªo
dispostos à esquerda da foto em pares de bases (pb). A seta (a) indica uma banda que separou as populaçıes que se
multiplicam na cultivar Hartwig das que nªo se multiplicam, (b) uma banda específica para raça 4, e (c) uma banda
específica para raça 9.
Tabela 3. Matriz de distâncias genØticas obtidas entre nove populaçıes de Heterodera glycines.
Origem da
população(1)
1
(raça 4)
2
(raça 4)
3
(raça 4)
4
(raça 4)
5
(raça 9)
6
(raça 4+)
7
(raça 4+)
8
(raça 9+)
9
(raça 4+)
1 -
2  0,70 -
3  0,70  1,40 -
4  1,40  2,10  2,10 -
5 33,80 35,20 33,30 33,80 -
6 33,80 32,90 32,90 33,80 45,00 -
7 35,10 34,20 33,30 35,10 41,00 3,20 -
8 33,80 32,90 32,00 35,10 42,30 3,20 2,50 -
9 33,30 32,40 31,50 34,60 41,90 3,30 2,50 0,00 -
(1)1: Chapadªo do CØu, GO; 2: Chapadªo do CØu, GO - Mara; 3: Fazenda Cantinho do CØu, GO; 4: Fazenda Padrªo, MS; 5: Campos de Julho, MT;
6: Sorriso, MT-1; 7: Sorriso, MT-2; 8: Sorriso, MT-3; 9: Sorriso, MT-4.
entre as populaçıes do grupo 2 as distâncias varia-
ram de 0% a 3,2%. Entre populaçıes de grupos dife-
rentes, a distância ficou muito mais evidente. Entre
os grupos 1 e 2, a distância mØdia ficou em 33,54%.
Entre os grupos 1 e 3, a distância mØdia ficou em
34,02%, e entre os grupos 2 e 3, a distância mØdia
ficou em 42,55%.
Alguns primers mostraram um padrªo bem se-
melhante entre todos os indivíduos estudados, en-
quanto outros apresentaram bandas exclusivas para
cada grupo obtido. Algumas bandas inclusive dis-
criminaram populaçıes que parasitam Hartwig das
que nªo parasitam (Figura 1). No entanto, nªo se
pode afirmar que essas bandas podem ser utilizadas
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para a caracterizaçªo racial, pois o nœmero de testes
realizados foi muito reduzido. Apenas ficou eviden-
ciado que as populaçıes classificadas em uma mes-
ma raça apresentam vÆrias regiıes genômicas co-
muns. Um estudo mais completo, envolvendo todas
as raças jÆ identificadas no Brasil, provenientes de
Figura  2. Dendrograma originado da anÆlise de agrupa-
mento de nove populaçıes de Heterodera glycines a partir
de marcadores RAPD.  A anÆlise foi feita pelo mØtodo da
variância mínima com base nas distâncias genØticas. Ori-
gem das populaçıes: 1: Chapadªo do CØu, GO;
2: Chapadªo do CØu, GO-Mara; 3: Fazenda Cantinho do
CØu, GO; 4: Fazenda Padrªo, MS; 5: Campos de Julho,
MT; 6: Sorriso, MT-1; 7: Sorriso, MT-2; 8: Sorriso,
MT-3; 9: Sorriso, MT-4.
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amostras de todas as regiıes onde este nematóide
ocorre, jÆ estÆ sendo realizado. Com isso, serÆ possí-
vel verificar a relaçªo desta raça 4+ com todas as de-
mais e talvez confirme a possibilidade do uso destes
marcadores na caracterizaçªo de raças do NCS.
Conclusıes
1.  A tØcnica de RAPD permite verificar diferen-
ças no conjunto gŒnico que compıe diferentes ra-
ças do nematóide-de-cisto-da-soja.
2.  As populaçıes originadas de Sorriso, MT, que
conseguem se multiplicar na cultivar Hartwig (ra-
ças 4+ e 9+), sªo geneticamente diferentes das de-
mais populaçıes, que nªo sªo capazes de tal multi-
plicaçªo (raças 4 e 9).
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